Expression ，Role and Mechanism Studies on pygo2 gene in brain Glioma by 王海东
 
分类号    R651            密级    公开          




厦  门   大   学 






   
 
工作完成日期  2009 年 4 月 15 日 
  




                           厦门大学 
















Expression ，Role and Mechanism Studies on 












研究工作起始时间 2007 年 3 月 1 日 




厦 门 大 学 



























本研究报告属于： 1、保密（√）， 2、不保密（  ） 
纸本在        年解密后适用本授权书； 
电子版在   年解密后适用本授权书。 
    
作者签名：      日期：  年 月 日 
 


























wnt 信号系统中重要功能蛋白，对 wnt 信号的激活具有直接调控作用。已有
的研究结果表明 pygopus 与多种恶性肿瘤发生密切相关，我们通过免疫组
化、荧光 PCR 技术、Western blot 等方法发现 pygopus 基因在脑胶质瘤中具
有高表达，并随肿瘤级别增加而表达增高。 
因此，我们构建了 pygopus 过表达质粒和 RNA 干扰质粒，采用基因过




性改变中的作用，阐明 RNA 干扰 pygopus 表达对胶质瘤的治疗价值， 后，
通过体内实验来进一步研究 pygopus 在胶质瘤形成以及 Wnt 信号中的作用，
明确 RNA 干扰治疗的体内实验效果。 
通过以上实验明确了 pygopus 是 wnt 信号的下游重要功能蛋白，不依
赖 β-catenin 来调控 wnt 信号下游靶基因的转录激活，pygo2siRNA 抑制肿瘤
细胞增殖的作用可能是通过降低 wnt 信号靶基因 cyclinD1 表达实现的，这
些结论对于胶质瘤生物基因治疗的基因靶向策略具有重要意义，同时也为















英文缩写 英文全称 中文全称 
Pygo2 Pygopus2 ———— 
RNAi RNA Interference RNA 干扰 
RISC RNA-Inducing Silence Complex RNA 诱导沉默复合体 
SABC StreptAvidin-Biotin-enzyme Complex 链酶亲和素-生物素-酶复合物 
lRS Immunoreactivity Score 免疫反应评分 
RealtimePCR Realtime Polymerase Chain Reation 实时荧光 PCR 
CT Cycle Time 起始循环数 
Wnt Wingless/ int-1 无翅基因/小鼠乳腺癌基因
IHC Immunohistochemistry 免疫组化 
MTT Methyl Thiazolyl Tetrazolium 噻唑兰 
Western Western Blotting 免疫印迹 
ECL Enhanced Chemical Luminescent 增强化学发光底物 
HRP Horse Radish Peroxidase 辣根过氧化物酶 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM 培养基 
PI Proliferation Index 增殖指数 
FCM Flowcytometry 流式细胞术 
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第六部分 RNAi 抑制 Pygopus2 表达对人脑胶质瘤细胞系 
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                   综     述 
RNA 干扰在脑胶质瘤领域研究进展 









RNA（dsRNA）在细胞内特异性的将与之同源的 mRNA 降解成 21nt～23nt 的









合物识别，启动相关蛋白结合到 dsRNA 分子上，其中 RdRP(RNA dependent 
RNA Polymerase)对 dsRNA 进行复制，产生足够数量的 dsRNA，随后或同时，
Dicer
[7]
核酸酶（RNase III 核糖核酸酶家族成员）或 Dicer 核酸酶同源物
将 dsRNA 剪切成 21～23nt siRNA，3′端带有 2 个碱基突出的粘性末端，5
′为磷酸基团，这一结构对于 siRNA 行使其功能是至关重要的。剪切位点
是特异性的，一般在 U 处。然后，RNAi 特异性的核酸外切酶，核酸内切酶
（RNase III 同源物），解旋酶，辅助识别同源序列蛋白和其它一些蛋白与
siRNA 结合成 RNA 诱导沉默复合体——RISC（RNA-inducing silence 
complex）识别目标 mRNA，其中的反义链与目标 mRNA 结合，而正义链则被
置换出来。继而，RISC 复合物中的 RNase III（可能是 Dicer）在目标 mRNA
与 siRNA 结合区域的中间将之切断。这样的过程多次发生后，一个完整的
mRNA 就被降解成多个 21～23nt 的小片段，从而导致相应的基因表达沉默。
人工合成的 siRNA 在果蝇、线虫和哺乳动物细胞中也可诱导特异的基因沉
默。这表明 dsRNA 的加工过程和随后目的 mRNA 降解过程是可以分离的。
siRNA 3′端各有两个 2nt 碱基突出的黏性末端（这一结构特征也证明了
siRNA 是由 RNase III 产生的）,这种结构对于 siRNA 的引发是必需的。体























































通路等，都有被作为 RNAi 靶点进行研究。以下将分别做一综述。 
细胞黏附与侵袭 
受体酪氨酸磷酸化酶 ξ 是胶质瘤 RNAi 体外研究中第一个靶点[15]。同时几个研
究小组通过下调基质金属蛋白酶和他们相关的蛋白、通路 [16] [17]，来抑制胶质瘤侵
























亡诱导因子 HrK 的作用而促进凋亡。另一个研究是以 XIAP（chromosome-like inhibitor 
of apoptosis，染色体样凋亡抑制因子）为靶点的，，其为凋亡抑制家族的一员，通过对
其进行 RNA 干扰，降低了胶质瘤对化疗药物神经酰胺(CERAMIDE)的抗性[25]。还有
以 Bcl2 家族相关凋亡通路作为 RNA 干扰高效靶点的有 Bcl-XL、Bcl-W、Apaf-1 和
Caspase3[26] [27]。这些蛋白的下调导致胶质瘤 Erucyl 磷酸胆碱的化疗敏感性增加，
能够诱导化疗耐药细胞系的凋亡[28]。同样，FAS 相关磷酸化酶（FAP-1）作为靶点，
通过 RANi 增强了胶质瘤中 Fas 配体介导的细胞凋亡，加强了胶质瘤对凋亡的敏感性
[29]。还有 PI3/Akt 通路作为 RNAi 靶点，促进了缺氧状态下神经母细胞瘤的凋亡[30]。
这是通过缺氧和再供氧条件下进行实验的。另一个与胶质瘤凋亡有关通路的靶点是
Jak-Stat 通路中的 Stat3 蛋白[31]。 






的基因，因此它是胶质瘤 RNAi 治疗的热门靶点。更有趣的是它是 RNA 干扰在体内
敲低的第一个靶点[33]。Pardridge 和同事们通过制作脑胶质瘤原位移植瘤模型，静脉
输注含有靶向 EGFR 的 shRNA 表达载体的免疫脂质体。将脂质体标定在移植瘤上，
使用两个单克隆抗体配体。一个针对转铁蛋白受体蛋白，另一个针对胰岛素受体蛋白。
当前者将脂质体锚定在血脑屏障上，后者将脂质体锚定在脑肿瘤细胞中。 
    其他的体外方法包括病毒介导的 EGFR 敲低，靶点为在胶质瘤中常见的 EGFR 的
突变异构体 EGFRvIII。该实验敲掉了 EGFR 的表达，导致 Akt 表达降低[34]，因此，
促进了靶细胞的凋亡以及细胞周期的 G2M 期阻滞。因此特异性敲除 EGFR 的突变异
构体在未来胶质瘤治疗策略中是可行的方法。 
肿瘤抑制因子，原癌基因和放射损毁  
P53 是促进细胞周期阻滞、细胞凋亡的肿瘤抑制因子，在表达野生型 P53 基因的
胶质瘤中通过逆转录病毒表达 SiRNA，然后进行 γ射线放射治疗，用来研究 γ射线诱
导细胞凋亡的方式[35]。另一研究通过成纤维细胞生长因子（RFT，regulatror of 
fibroblast growth factor-2）来对其 G1/S 细胞周期阻滞作用进行研究，将其过表达后，
能够诱导表达野生型 p53 基因胶质瘤的细胞凋亡，而通过 RNAi 诱导的 P53 敲除可以















在另一个与放射诱导 DAN 损伤实验相似的研究中[36]，分别检测了 DNA 依赖
的蛋白激酶催化亚单位（DNA-PKcs）和毛细血管异常扩张症蛋白（ATM，ataxia 
telangiectasia mutated）表达，两者对于双链 DNA 断裂和细胞周期阻滞起关键作用。
RNAi 敲低 DNA-PKcs 表达后，同时检测 ATM 的表达变化，明确了 ATM 依赖的 DNA
损伤修复反应通路与 DNA-PKcs 通路的交叉作用[37]。 
另一独立研究显示：在真核髓母细胞瘤细胞系中，有STX2基因（orthodenticle，
Drosophila，Homolog of2.，a homeobox gene，同源框基因）的高表达，约扩增10倍，
作者认为在这些肿瘤中STX2可以被认为是原癌基因，因此对其进行RNAi后，显示髓
母细胞瘤细胞系的生长受到抑制[38]。针对胶质瘤中另一原癌基因垂体瘤转化基因








CD8 阳性 T 细胞和自然杀伤细胞激活的免疫激活受体。而（transforming growth 









（MCTs ，monocarboxylate transporters）是其中一种高表达的基因，siRNA 以单糖转
MCTs 为靶点，引起了肿瘤细胞的加速凋亡和坏死[45]。 
另一报道是在大鼠的胶质母细胞瘤细胞系中，以 leptin 为靶点，敲低其 mRNA 和
蛋白水平表达后，引起细胞凋亡和坏死增加[46]。 





胶质瘤中 RNAi 的其他通路和蛋白 
















包括信号转导，细胞周期，代谢和免疫调控等，进行 RNAi 研究。 
总之，通过大量的实验室研究，RNAi 技术被认为是脑胶质瘤治疗的 有希望的临床
治疗方法之一，但是对于任何新技术而言，无数的障碍需要克服，如肿瘤的靶点、RNAi
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第一部分  Wnt 信号新的调控因子 Pygo2 在人脑胶质瘤中的表达及意义 





















Pygo2 蛋白免疫组化阳性为胞核呈棕黄色染色在 200 倍显微镜下观察，每例组织
切片在免疫反应 强的区域选择 5-10 个视野，使用目镜网格测微尺计数 1000 个细胞。
以表达Pygo2蛋白的人乳腺癌组织(由厦门大学李博安教授馈赠)作为阳性对照，用PBS




positive cells,PP)计分与染色强度( staining intensity , SI)计分相乘所得。PP
计分如下:0 分:<%，1 分：1%-25% ,2 分:26% -50% , 3 分:51%-75% , 4 分:>75% , SI
计分如下:1 分:弱染色，2 分: 中等染色，3 分:强染色，SI 计分以多数细胞为准。IRS
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